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本論文では、以下の略語を用いた 
 
ARF  alternative reading frame 
eIF  eukaryotic translation initiation factor 
eRF  eukaryotic translation releasing factor 
HtrA2  heat shock response serine protease 2 
IAP  inhibitor of apoptosis protein 
IBM  IAP-binding motif 
NES  nuclear export signal 
PABP  polyadenylate-binding protein 
si-RNA  small interfering RNA 
Smac  second mitochondria-derived activator of caspase 
Ub  ubiquitin 
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要旨 
 
	 eRF3 は翻訳終結因子と知られており、第１の機能として、eRF1 と共にタン
パク質の翻訳終結反応を担っている。また第２第３の機能として、eRF3はpolyA
鎖結合タンパク質 PABP との結合を介し、mRNA 分解開始や、mRNA 環状化
による翻訳の活性化において機能している。つまり eRF3 は、翻訳終結だけで
なく、遺伝子の発現制御においても重要な役割を果たしている。 
	 興味深いことに先の翻訳に関する機能とは別に、eRF3 には第４の機能として
アポトーシスを促進する機能がある。eRF3 はこの機能を発揮するために、N 末
端領域でプロテアーゼによる切断を受け切断型 eRF3 (p-eRF3)となる。p-eRF3
は切断により露出した結合モチーフを介しアポトーシス阻害タンパク質 IAP と
結合し、アポトーシス実行因子であるカスパーゼをその阻害因子である IAP か
ら解放することでアポトーシスを促進する。しかし、この p-eRF3 がどのような
条件下で生成し機能するかは分かっておらず、実際に細胞内でどのような生理
的役割を担っているか分かっていない。そこで、本研究では、eRF3 の未解明な
機能である「p-eRF3 によりアポトーシスを制御する分子機構」の詳細を明らか
にすることを目的とし、eRF3 のストレス・アポトーシス条件下における挙動を
解析した。 
	 本研究の成果として、 
1) eRF3 はカスパーゼによる切断・分解を受け、アポトーシス時の遺伝子発現抑
制に寄与しうることを明らかにした。これにより翻訳終結因子である eRF3 を
標的とした遺伝子発現制御機構を初めて報告した。  
2) p-eRF3 がカルパイン依存的に生成することを見出した。さらに、p-eRF3 は
核に移行し、癌抑制因子 ARF と結合することを見出した。このことから p-eRF3
は核においても細胞死を制御しうる可能性を見出した。 
	 またこれらの成果により、翻訳終結因子 eRF3 はストレス・アポトーシス時
に、異なる２種類のプロテアーゼによる修飾をうけ、それぞれが遺伝子発現制
御、細胞死制御に働くという非常にユニークな性質を明らかにした。 
	 これまで eRF3 の研究は、翻訳終結に関わる機能を中心に行われてきたが、
本研究の成果により、eRF3 を介した遺伝子発現制御と細胞死制御という新たな
eRF3 研究の方向性を示すことができたと考えている。	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第１章	 序論  
	 
	 
1-1	 	 翻訳終結因子 eRF3 の同定	 
	 翻訳終結因子 eRF3 (eukaryotic translation releasing factor3)は、酵母の温
度感受性変異株を用いた研究から細胞周期の G1 期から S 期への移行に必須な
因子 gspt (G1-to-S phase transition)として同定された。またこの際、GTP 結合
タンパク質であること及び翻訳伸長因子 EF1a に高い相同性を持つことが見出
された(Kikuchi et al., 1988)。またヒトにおいても酵母 GSPT のホモログが同
定され、その発現が細胞周期に依存していることから細胞の増殖に関わる因子
であることが予想された(Hoshino et al., 1989)。一方で eRF3 は他のグループに
より、ナンセンス変異を終止コドンの種類に関係なく回復する万能型ナンセン
スサプレッサー(Omnipotent suppressor) SUP35 として同定された(Kushnirov 
et al., 1988)。このことから GSPT/SUP35 遺伝子は翻訳に関わる因子であるこ
とが予想された。その後、GSPT/SUP35 遺伝子産物が、既に翻訳終結因子とし
て同定されていた eRF1と結合することが酵母(Stansfield et al., 1995)とアフリ
カツメガエル(Zhouravleva et al., 1995)において報告され、GSPT/SUP35 遺伝
子産物が翻訳終結因子として機能することが明らかとなった。ほ乳動物におい
ては、先に同定された GSPT1(Hoshino et al., 1989)の他に GSPT2(Hoshino et 
al., 1998)が同定されており、後に eRF3a、eRF3b と命名された(Jakobsen et al., 
2001)。 
 
 
1-2  翻訳終結反応 eRF3 の機能 
 
1-2-1 翻訳終結反応 
	 真核生物の翻訳過程は開始・伸長・終結・リボソームの解離の４つの過程に
分類されており、翻訳終結因子 eRF3 は eRF1 と共に翻訳終結の過程を担う因子
として機能が確立されている。eRF3 は N 末端から約２００アミノ酸領域から
なる N-domain と翻訳伸長因子 eEF1a 様の C-domain の２つのドメインからな
り、C-domain は GTP 結合・水解触媒部位を有する G タンパク質をコードする。
翻訳終結反応には C ドメインの機能が重要であり、eRF3 は C ドメインを介し
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て終始コドンを直接認識する eRF1 をリボソームへとリクルートすることで翻
訳終結反応を制御する。また eRF1 は単独で翻訳終結反応を担うことができる
が、eRF3 による GTP 加水分解により翻訳終結反応が飛躍的に促進される
(Alkalaeva et al., 2006; Salas-Marco and Bedwell, 2004) (Fig. 1-1)。 
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1-2-2 mRNA 分解開始 
	 当研究室ではこれまでに、eRF3 が N-domain を介しポリ A 鎖結合タンパク
質 PABP (poly(A)-binding protein)と結合することを見出している(Hoshino et 
al.,1999a; Hoshino et al.,1999b)。mRNA 分解の律速段階はポリ A 鎖分解であ
り、PABP はポリ A 鎖に結合することで mRNA の安定性を制御することが示さ
れている(Bernstein et al.,1989; Kuhn and Wahle,2004)。このことから、当研
究室では eRF3 が N-domain を介して mRNA 分解、特にポリ A 鎖分解を制御
する可能性を検討し、酵母において eRF3 が PABP と相互作用することで、翻
訳終結反応と共役してポリ A 鎖の短縮化過程を制御し、mRNA 分解を制御して
いることを明らかにした(Hosoda et al., 2003; Kobayashi et al., 2004)。さらに、
ほ乳動物細胞において、eRF3 がポリ A 鎖分解酵素複合体 (Pan2-Pan3, 
Tob-Caf1-Ccr4)と PABP に対して競合関係にあることを明らかにし、翻訳終結
依存的に eRF3 と PABP の結合が解離することで、ポリ A 鎖分解酵素複合体が
PABP と結合しポリ A 鎖が分解されるというモデルを提唱している(Funakoshi 
et al., 2007; Hoshino 2012) (Fig. 1-2)。 
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1-2-3 翻訳活性化 
	 真核生物の mRNA は共通した構造として、5’末端キャップ構造と 3’末端ポリ
A 鎖を持つ。キャップ依存的な翻訳では 5’末端キャップ構造にはキャップ結合
タンパク質である翻訳開始因子 eIF4E (eukaryotic initiation factor 4E)が結合
することが重要である。eIF4E はさらに eIF4G、eIF4A と共に eIF4F 複合体を
形成し、scaffold タンパク質である eIF4G が 40S リボソームサブユニットと結
合する eIF3 と相互作用する。キャップ依存的な翻訳ではこの一連の相互作用に
より40SリボソームサブユニットがmRNA上にリクルートされ翻訳が開始する。
さらに eIF4G は、3’末端ポリ A 鎖に結合している PABP とも結合する。つまり
eIF4E と PABP は eIF4G を介して三者複合体を形成し、mRNA は環状化構造
をとる (Uchida et al., 2002)。mRNA 環状化は翻訳を終えたリボソームを次の
翻訳開始部位にリサイクルすることで翻訳開始の効率を促進し、翻訳を活性化
する。 
	 eRF3 と PABP の結合により終止コドンで翻訳を終えたリボソームとポリ A
鎖が近接して存在するようになることが予想され、さらに PABP は翻訳開始因
子複合体 eIF4F と結合していることから、eRF3 と PABP、PABP と eIF4F の
結合により翻訳を終えたリボソームがより効率よく次の翻訳開始段階に受け渡
されると考えられる。そこで当研究室では、eRF3 と PABP の結合が翻訳の活
性化過程で機能している可能性を検討し、この結合が実際にキャップとポリ A
依存的な翻訳の活性化過程において重要な役割を果たしていることを明らかに
している(Uchida et al., 2002) (Fig. 1-3)。 このように eRF3 は単に翻訳終結段
階を担っているだけでなく、N 末端での PABP との結合を介し、翻訳終結と共
役した mRNA ポリ A 鎖分解開始や mRNA 環状化による翻訳の活性化過程にお
いても重要な役割を果たしている。 
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1-3	 	 切断型 eRF3(p-eRF3)の機能	 
	 当研究室と海外のグループとの共同研究により、アポトーシス阻害タンパク
質 IAP（inhibitor of apoptosis protein）の新規結合因子として eRF3 の切断型
アイソフォームp-eRF3(Processed eRF3)を同定している（Hegde et al.,2003）。
p-eRF3 はプロテアーゼにより N 末端から 73 番目のアラニン残基の位置で切断
を受けることで生成し、切断により露出した IAP との結合モチーフ IBM
（IAP-binding motif）を介して IAP と新たに結合するようになる。IAP はアポ
トーシスの実行因子であるカスパーゼに結合することでカスパーゼの活性化を
阻害しアポトーシスの誘導を抑制している。これに対し p-eRF3 は IAP に結合
することで、カスパーゼを IAP による阻害から解放することでアポトーシスを
促進ことが明らかになっている（Hegde et al.,2003）(Fig. 1-4)。つまり eRF3
は翻訳終結など翻訳に関わる機能とは別に、細胞死を制御する能力を有してい
る。しかし、p-eRF3 がどのような条件下で生成し機能しているかなど、その生
理的役割は未解明のままである。 
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1-4	 	 eRF3 と癌の関連	 
	 ヒトの eRF3の主要サブタイプである eRF3aのN末端領域内にはグリシンの
繰り返し配列（グリシンリピート）が存在する(Fig. 1-5)。近年、このグリシン
リピートに多型が存在し、その多型が癌の発症に関与することが報告された
(Brito et al., 2005; Malta-Vacas et al., 2009)。報告によると、健常人ではグリ
シンのリピート数が 10 であるのに対し、グリシンのリピート数が 12 のヒトで
は胃癌や乳癌をはじめとする癌の発症リスクが増大する。この報告は、eRF3 が
癌化の過程で何らかの機能を有している可能性を示している。グリシンリピー
トの機能は現在のところ分かっておらず、どのようなメカニズムで癌発症に関
わっているかは不明であるが、eRF3 のアポトーシス制御に関する機能を制御し
ていることが予想される。このことから、p-eRF3 など eRF3 の細胞死やストレ
ス応答に関わる機能の解明が期待される。 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
1-5	 	 本研究の目的および結論	 
	 翻訳終結因子 eRF3 は、翻訳終結反応だけでなく翻訳終結と共役した mRNA
分解開始、mRNA 環状化による翻訳の活性化においても重要な役割を果たして
いる。さらにこれら翻訳に関する機能とは別に eRF3 は切断型 eRF3 となること
で細胞死を制御する。これらの報告から eRF3 は多機能性の因子であることが
明らかとなってきた。 
	 本研究では、eRF3 において未解明な機能である p-eRF3 アイソフォームの生
理的役割を明らかにすることを目的とし、p-eRF3 の生成条件および新たな機能
をもつ可能性について検討を行った。その過程で以下の知見を得た。 
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 1) eRF3 がアポトーシス時にカスパーゼによる切断・分解を受け、新規切 
 断型 eRF3 (eRF3-cp)が生成することを明らかにし、また eRF3 の分解 
 はアポトーシス時の翻訳抑制に寄与しうることを明らかにした。これ 
 により翻訳終結因子である eRF3 を標的とした翻訳制御機構を初めて
 報告した。 
 
	 2) p-eRF3 に関する新たな知見として、p-eRF3 はカルパイン依存的に生 
 成することを明らかにした。さらに、p-eRF3 は核に移行し、癌抑制因 
 子 ARF と結合すること明らかにし、このことから p-eRF3 は核におい 
 ても細胞死を制御しうる可能性を見出した。 
	 また、本研究を通して、翻訳終結因子 eRF3 はストレス・アポトーシス時に、
異なる２種類のプロテアーゼによる修飾をうけ、それぞれが遺伝子発現制御、
細胞死制御において機能するという非常にユニークな性質を明らかにした。 
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第 2 章	 実験方法および材料  
	 
 
1.	 プラスミド	 
(作成に用いたオリゴヌクレオチドの配列は Table. 1 に示した) 
 
1-1.	 細胞発現用ベクター	 
 
hGSPT1 (eRF3a)発現ベクターは以下の手順により作成した。 
 
・pFLAG-CMV5-hGSPT1- His6 
終止コドンを含まない hGSPT1 の ORF 領域を pGH5（Hoshino et.al., 1989）
を鋳型として、オリゴヌクレオチド YH1S と YH2AS を用いて PCR 法により増
幅した。これにより取得した cDNA 断片を、pGEX-6P-1- His6（Uchida et.al., 
2002）の EcoRI、SalI サイトに組み込み、そこから再び EcoRI、NotI で切り出
すことで GSPT1- His6 断片を取得した。さらに取得断片の NotI 側を平滑化後 
pFLAG-CMV の EcoRI 、 SmaI サ イ ト に 組 み 込 む こ と で 目 的 の
pFLAG-CMV5-hGSPT1- His6 を作製した（Hashimoto et.al., 2012）。 
 
・pCMV-MycFLAG 
pCMV-Myc ベクター（Funakoshi et.al., 2007）の XhoI サイトにオリゴヌクレ
オチド NH160 と NH161 を組み込むことで作成した（Hashimoto et.al., 2012）。 
 
・pCMV-MycFLAG-Ub-hGSPT1 
HeLa 細胞より抽出した全 RNA を鋳型として、オリゴヌクレオチド NH0168
と NH0169 を用いて RT-PCR 法によってユビキチンの cDNA を得た。このユ
ビキチン配列を鋳型として、オリゴヌクレオチド NH168 と YH6 を用いて PCR
法により、hGSPT1[aa 1-4]の cDNA 配列を 3’末端に付加したユビキチン
cDNA(Ub-GSPT1[aa 1-4])を増幅した。また pFLAG-CMV5-GSPT1- His6 を鋳
型とし、オリゴヌクレオチド YH5 と CMV3 を用いて PCR 法により、ユビキチ
ン[aa 73-76] の cDNA 配列を 5’末端付加した hGSPT1 [aa 1-637]の cDNA
（Ub[aa 73-76]-hGSPT1）を増幅した。さらに取得した断片(Ub-hGSPT1[aa 
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1-4], Ub[aa 73-76]-hGSPT1)を、オリゴヌクレオチド NH0168 と CMV3 を用い
てオーバーラッピング PCR 法により繋ぎ合わせることにより増幅し、SalⅠで
切断した後、pCMV-MycFLAG ベクターの EcoRⅤ、XhoⅠサイトに挿入するこ
とにより、pCMV-MycFLAG-Ub-(1M)GSPT1 を作製した（Hashimoto et.al., 
2012）。 
 
・ pCMV-MycFLAG-Ub-(33Q)-hGSPT1, -(36M)-hGSPT1, -(54A)-hGSPT1, 
-(73A)-hGSPT1 
pCMV-MycFLAG-Ub-hGSPT1 を鋳型とし、それぞれオリゴヌクレオチド YH7
と YH10, YH8 と YH10, YH9 と YH10, YH3S と YH10 を用いインバース PCR
法により作製した（Hashimoto et.al., 2012）。 
 
・pCMV-MycFLAG-Ub-hGSPT1(D25A), -hGSPT1(D29A), -hGSPT1(D32A), 
-hGSPT1(D35A), -hGSPT1(D25A/D29A/D32A/D35A) 
pCMV-MycFLAG-Ub-hGSPT1を鋳型とし、それぞれオリゴヌクレオチドYH14
と YH18 , YH15 と YH17 , YH11 と YH8 , YH12 と YH8 , YH16 と YH18 を用
いインバース PCR 法により作製した（Hashimoto et.al., 2012）。 
 
・pFLAG-CMV2-hGSPT1 (L61A/F65A/L69A) 
pFLAG-CMV2-hGSPT1（Hoshino et.al., 1998）を鋳型とし、オリゴヌクレオ
チド NH149 と NH150 を用いインバース PCR 法により作製した。 
 
・pFLAG-CMV2-hGSPT1 (L61A/F65A/L69A) 
pFLAG-CMV2-hGSPT1（Hoshino et.al., 1998）を鋳型とし、オリゴヌクレオ
チド NH149 と NH150 を用いインバース PCR 法により作製した。 
 
・pCMV-MycFLAG-Ub-(73A)-hGSPT1-NES 
pCMV-MycFLAG-NES(hGSPT1(a.a. 60-71) を pCMV-Myc-FLAG を鋳型とし、
オリゴヌクレオチドYH-61とYH-62を用いインバースPCR法により作製した。 
そして pCMV-MycFLAG-Ub-(73A)-hGSPT1 と同様に Ub-(73A)-hGSPT1 断片
を pCMV-MycFLAG-NES ベクターの EcoRⅤ、XhoⅠサイトに挿入することに
より、pCMV-MycFLAG-Ub-(73A)-hGSPT1-NES を作製した。 
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他の細胞発現用ベクターは以下の手順により作成した。 
 
・pCMV-5xMyc-p14ARF 
p14ARF の cDNA は、HeLa 細胞より抽出した全 RNA を鋳型としランダムプラ
イマーを用い RT-PCR 法により取得した cDNA ライブラリーを鋳型とし、オリ
ゴヌクレオチド NH174 と NH175 を用い PCR 法により増幅することで取得し
た。さらに取得した断片を EcoRI で処理し、pCMV-5xMyc ベクター（Hosoda 
et.al., 2011）の EcoRI、EcoRV サイトに挿入することで作成した。 
 
 
1-2.	 大腸菌発現用ベクター	 
・pColdI-hGSPT１(22-205) 
hGSPT1(aa 22-205)領域の cDNA は pGH5 を鋳型としてオリゴヌクレオチド
NH424とNH425 を用い PCRにより増幅し、断片をpColdI (宝酒造)のEcoRI、
SalI サイトに組み込むことにより作製した。 
・pColdI-PABPC1 
PABPのcDNAはpFlag-PABPC1 (Uchida et.al., 2002, Funakoshi et.al., 2007)
を鋳型としてオリゴヌクレオチドNH347とNH348を用いPCRにより増幅し、
断片を pColdI の BamHI 、SalI サイトに組み込むことにより作製した。 
 
 
 
オリゴヌクレオチド Sequence 5'-3' 
NH149  AAC GTC AAC GCC AAG CCC TTC 
NH150  GGC TTG CCG GCT GGC GGC CGC GCT GGC GTT CTC CCG CTG 
NH160  TCG AGG ATT ACA AGG ATG ACG ACG ATA AGT AG 
NH161  TCG ACT ACT TAT CGT CGT CAT CCT TGT AAT CC 
NH168  ATC ATG CAG ATT TTC GTG AAA AC 
NH169  TTA ACC ACC ACG AAG TCT C 
NH174  GGC GAA TTC ATG GTG CGC AGG TTC TTG G 
NH175  TCC TCA GCC AGG TCC ACG GGC 
NH347  TAG CGG ATC CAT GAA CCC CAG TGC CCC CAG 
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NH348  CCC TGA GTC GAC TTA AAC AGT TGG AAC ACC 
NH424  GCA GCG AAT TCG ACT CGG CGC CTG ACT GCT 
NH425  TAC ATG GTC GAC CTT AGG AGC ACC TGG CGG 
CMV3  CAC TGG AGT GGC AAC TTC CA 
YH1S  ATC GAA TTC GAT CCG GGC AGT GGC 
YH2AS  GTT GTC GAC GTC TTT CTC TGG AAC CAG 
YH3S  GCC AAG CCC TTC GTG CCC 
YH5  CTT CGT GGT GGT ATG GAT CCG GGC AGT GGC 
YH6  GCC CGG ATC CAT ACC ACC ACG AAG TCT CAA 
YH7  CAG GCG GAC ATG GAA GCC 
YH8  ATG GAA GCC CCC GGG CCG 
YH9  GCC GAG GCC CAG CGG GAG AAC 
YH10  ACC ACC ACG AAG TCT CAA CAC AAG 
YH11  GTC CGC CTG AGC CCA GCA GTC AGG CGC CGA GTC GCT 
YH12  AGC CGC CTG GTC CCA GCA GTC AGG 
YH14  GAC TGC TGG GAC CAG GCG GAC ATG GAA 
YH15  GCT TGC TGG GAC CAG GCG GAC ATG GAA 
YH16  GCT TGC TGG GCT CAG GCG GCT ATG GAA 
YH17  AGG CGC CGA GTC GCT GCT GCT GCT GCC GCT GCT 
YH18  AGG CGC CGA AGC GCT GCT GCT GCT GCC GCT GCT 
YH-60 CAA CTC AAC GTC AAC GCC AAG 
YH-61 GGC AAC TCA ACG TCA AGT AGT CGA GGT ACC GCG GC 
 
 
Table.	 1	 	 プラスミド作成に用いたオリゴヌクレオチドの配列	 
 
 
 
2. プラスミド DNA 調製 
・プラスミド DNA は形質転換した大腸菌 DH5a株をアンピシリン含有 2×YT
培地にて 16 時間振とう培養後、アルカリ法による少量調製、もしくはアルカリ
法と塩化セシウム密度勾配超遠心法の併用による大量調製により得た。 
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3. 形質転換 
・プラスミド DNA と大腸菌 DH5a株のコンピテント細胞を 30 分間氷上にて保
温後、アンピシリン含有 LB プレートに塗布し、16 時間 37℃で保温して形質転
換体のコロニーを取得した。 
 
 
4. 抗体 
・ 抗 hGSPT1 抗体および抗 PABP 抗体 
pColdI-hGSPT １ (22-205) お よ び pColdI-PABPC1 を 大 腸 菌
BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL 株(Stratagene)に形質転換し、大腸菌より His タ
グ付加リコンビナント蛋白質（His6-hGSPT1(22-205)および His6-PABPC1 蛋
白質）を調整し、これらのリコンビナント蛋白質をウサギに免疫することによ
り作製した（Hashimoto et.al., 2012）。 
・ 抗 eRF3(179-190)抗体および抗 eRF1 抗体は、当研究で作成したものを用い
た。(Hoshino et al.,1998) 
・ 抗 FLAG 抗体は、anti-FLAG M2 mouse monoclonal antibody (SIGMA)を
用いた。 
・ 抗 Myc 抗体は、anti-Myc (A-14) rabbit polyclonal antibody (Santa cruz 
biotechnology)を用いた。 
・ 抗 His6 抗体は、mouse monoclonal Tetra His antibody (QIAGEN)を用いた。 
・ 抗GAPDH抗体は、anti-GAPDH mouse monoclonal antibody (MILLIPORE)
を用いた。 
・  抗 Caspase3 抗体は、rabbit polyclonal anti-Caspase3 antibody (Cell 
Signaling)を用いた。 
・ 抗 eIF4G 抗体は、rabbit polyclonal anti-eIF4G antibody (Cell Signaling)
を用いた。 
・  抗 Mouse lgG および抗 Rabbit IgG HRP 標識２次抗体は、Jackson 
ImmunoResearch より購入したものを用いた。 
・ 抗 Mouse lgG Alexa 488２次抗体は、invitrogen より購入したものを用いた。 
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5. 細胞培養および遺伝子導入 
HeLa 細胞、HEK293T 細胞、MCF-7 細胞および SK-N-SH 細胞は 5% fetal calf 
serum を含んだ DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) (日水製薬)で
5% CO2 存在下 37℃で培養した。HeLa 細胞および HEK293T 細胞に体する遺
伝子導入は LipofectAMINE 2000 (Invitrogen)または Polyethyleneimine MAX 
(Polysciences) を用いて行った。 HeLa 細胞に対する siRNA の導入は
LipofectAMINE RNAiMAX (Invitrogen)を用いて行った。 
THP-1 細胞、Jurkat 細胞および U937 細胞は 5% fetal calf serum を含んだ
RPMI1640 (日水製薬)で 5% CO2 存在下 37℃で培養した。THP-1 細胞への遺
伝子導入は NeonTM Transfection System (Invitrogen)を用いて取扱説明書に
従い行った。 
NIH3T3細胞は 5%または 10% fetal calf serumを含んだDMEMで 5% CO2 存
在下 37℃で培養した。遺伝子導入はレンチウイルスを用いて行った。 
 
 
6. ストレス刺激および誘導剤、阻害剤による処理 
・THP-1 細胞、Jurkat 細胞および U937 細胞 
UV ストレスは、細胞を 107 cells/ml となるように PBS(-)で懸濁し、その懸濁液
に UV cross-linker (ATTO)を用いて UV (254 nm, 100 J/m2)を照射した。その
後 、 細 胞 密 度 が 106 cells/ml と な る よ う に 9 倍 量 の 細 胞 培 養 液
(RPMI1640(5%FBS))を加え、5% CO2 存在下 37℃で培養し、所定の時間に回
収した。 
エトポシド、ツニカマイシン、タプシガルギン、過酸化水素(H2O2)によるアポ
トーシス誘導は、細胞の細胞密度を 106 cells/mlに調整の後 etoposide (SIGMA)、
Tumicamycin (Wako)、thapsigargin (Wako)、hydrogen peroxide (Wako)を指
定の濃度となるように添加し、5% CO2 存在下 37℃で培養し、所定の時間に回
収した。プロテアーゼのインヒビターとしては AEBSF (SIGMA)、E-64 
(SIGMA)、MG132 (CALBIOCHEM)、Z-VAD-FMK (R&D SYSTEMS)を用い、
ストレス刺激誘導直後に添加した。 
・NIH3T3 細胞、MCF-7 細胞および SK-N-SH 細胞 
細胞をディッシュに播いた後、70%~80%コンフルエントになるまで培養した。
その後、新しい培地に交換し、指定の薬物を指定の濃度となるように添加し、
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5% CO2 存在下 37℃で培養し、所定の時間に回収した。 
また A23187 は Wako、Lactacystin、ALLNは CALBIOCHEM より購入した。 
 
 
7.	 siRNA	 
siRNA は以下に示したものを用いた。 
si-luciferase : 5’ r (CGU ACG CGG AAU ACU UCG A) d(TT) 3’ 
si-hGSPT1 : 5’ r (GUC AAC CAU UGG AGG ACA A) d(TT) 3’ 
si-hGSPT2 : 5’ r (GAA CAC GUA AAU GUA GUA U) d(TT) 3’ 
 
 
8. ウェスタンブロットサンプルの調整 
ウェスタンブロットサンプルは、細胞を buffer A (50 mM Tris-HCl (pH 6.8), 
8 % glycerol, 2 % SDS, 2 % 2-mercaptoethanol)に可溶化することで調整した。
また、必要に応じて細胞を Lysis Buffer B (20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM 
NaCl, 2.5 mM EDTA, 1 % NP-40, 1 % Na-deoxycholate, 0.1 % SDS, 1 mM 
PMSF, 2 µg/mL Aprotinin, 2 µg/mL Leupeptin, 2 µg/mL pepstatinA, 1 mM 
DTT)中で 15 分間氷上にて可溶化し、15,000 rpm、4℃、15 分間遠心したもの
の上清に 5×bufferA を加えウェスタンブロットサンプルとした。 
 
9. [35S]パルスラベル 
HeLa 細胞は 22 µCi/ml の[35S]ラベルメチオニン、システインを含む 5%FBS
含有 DMEM 培地で 3 時間培養した後、細胞を PBS で洗浄し、RIPA buffer (20 
mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 % NP-40, 1 % Na-deoxycholate, 
0.1 % SDS, 1 mM PMSF)中で 15 分間氷上にて可溶化し、15,000 rpm、4℃、
15 分間遠心したものの上清をサンプルとした。そのサンプルの一部をとり 5×
buffer A を加え SDS-PAGE 用のサンプルとし、12% アクリルアミドゲルを用
い SDS-PAGE でタンパク質を分離後、ゲルドライヤーで乾燥させ、オートラジ
オグラフィーにてタンパク質への[35S]取り込み量を測定した。[35S]パルスラベ
ルサンプルのタンパク質濃度は DC protein assay (BIO RAD)を用い、BSA を標
準タンパク質として測定した。 
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10.	 細胞抽出液の調整	 
細胞を buffer (10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 10 mM NaCl, 1 mM dithiothreitol, 
0.5 % NP-40 and 0.5 mM PMSF)に懸濁後、10 分間氷上で静置し、15,000 rpm, 
4°C で 15 分間遠心した。これにより得られた上清を抽出液とし以降の実験に用
いた。 
 
 
11.	 免疫染色	 
カバーガラス上で培養した細胞を 4% paraformaldehyde (PBS(-))で 15 分処理
することで固定した後、10 mM グリシンを含む PBS(-)で 2 度洗浄し、0.1 % 
Triton X-100、1% goat serum を含む PBS(-)で 15 分処理した。さらに PBS(-)
で一度洗浄した後、1 次抗体 (抗 FLAG-抗体または抗 hGSPT1-抗体)を含む抗体
液(1% goat serum 含有 PBS(-))に一晩処理した。翌日、3 度 PBS(-)で処理した
後 、 2 次 抗 体 ( 抗 mouse ま た は 抗 rabbit - Alexa 488) と 4', 
6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Dojindo)を含む抗体液(1% goat serum 含
有 PBS(-))で 90 分処理した。その後、PBS(-)で 3 度洗浄し、カバーガラスを
Prolong Gold (Invitrogen)を用いてスライドガラスに固定し標本とした。 
 
 
12.	 免疫沈降	 
HeLa 細胞を buffer A (20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 0.5% NP-40, 
1 mM EDTA, 1 mM dithiothreitol, 0.1 mM PMSF, 2 µg/ml aprotinin, 2 µg/ml 
leupeptin and 2 µg/ml pepstatin A)に懸濁後、超音波処理をし、氷上で 15 分保
温した。その後 15,000 rpm, 4°C で 15 分遠心し、上清画分を取得し、その上清
画分に anti-Flag IgG agarose (Sigma)を添加し、低温室で 30 分間撹拌した。そ
の後樹脂を buffer A で 3 度洗浄し、結合しているタンパク質を SDS-PAGE 
sample buffer で溶出した。 
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第３章	 翻訳終結因子 eRF3 を標的とした新規遺伝子発現制御  
	 	 	 	 機構の解析  
	 
	 
3-1	 序	 
	 切断型 eRF3 (p-eRF3)と同様にアポトーシス阻害タンパク質 IAP に結合しカ
スパーゼの活性化を促進する因子として、ヒトでは Smac/DIABLO（Du et al., 
2000 ; Verhagen et al., 2000）と Omi/HtrA2（Suzuki et al., 2001 ; Hegde et al., 
2002 ; Verhagen et al., 2002; van Loo et al., 2002）の二つのタンパク質が知ら
れている。p-eRF3と同様にこれらの因子は共通して IAPとの結合モチーフ IBM 
（IAP-binding motif）を有し (Table. 3-1) (Srinivasula et al., 2001) 、IAP に
結合することでアポトーシスの実行因子であるカスパーゼを IAP による阻害か
ら解放することでカスパーゼを活性化する。p-eRF3 はヒトにおいて第３の IAP
結合タンパク質として同定され、他の IAP 結合タンパク質と同様にカスパーゼ
を活性化しアポトーシスを促進することが証明されているが、どのような条件
下において生成し機能しているかなど、実際の細胞内での生理的役割は分かっ
ていない。そこで本研究は、まず p-eRF3 が生成する生理的条件を明らかにする
ことを目的とし検討を行った。 
	 本章では、p-eRF3 の生成条件を検討する過程で新たに見出した「eRF3 のア
ポトーシス時おけるカスパーゼ依存的修飾」について検討した結果について報
告する。また、本研究により翻訳終結因子 eRF3 を標的とした遺伝子発現抑制
機構の存在を明らかとしたので合わせて考察する。 
 
 
 
 
 
Table. 3-1.  IAP 結合タンパク質 
現在しられている IAP 結合タンパク質
を示す。 
全ての IAP 結合タンパク質は IAP 
binding motif (IBM)を持つ。 
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3-2	 実験結果	 	 
カスパーゼによる切断により生成する新規切断型 eRF3 の同定	 
 
	 p-eRF3 が生成する条件として、他の IAP 結合タンパク質である Smac、Omi
に着目した。これらの因子は共にミトコンドリアに局在するタンパク質であり、
DNA 傷害性ストレスなどにより、ミトコンドリア依存的なアポトーシスが誘導
された際にミトコンドリアから漏出しその機能を発揮することが報告されてい
る (Fig. 3-2)。そこで本研究では、これらの因子が機能する DNA 傷害性ストレ
ス等の条件において p-eRF3 も同様に生成する可能性について検討を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-2.  ミトコンドリア依存的アポトーシス 
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3-2-1	 アポトーシス誘導による eRF3 の切断	 
	 種々の細胞に対して DNA 傷害性ストレス等のストレス刺激を加え、eRF3 の
挙動をウェスタンブロット法により解析した。その結果、特に、ヒト白血病由
来の THP-1 細胞に紫外線照射(UV)による DNA 傷害性ストレスを加えた際に、
切断型 eRF3 が効率よく生成することを見出した(Fig. 3-3 (a))。またその際、ア
ポトーシスの実行因子であるカスパーゼ−３の活性化が観察されたことから、ア
ポトーシスが誘導されている条件下において切断型 eRF3 が生成していること
が明らかとなった。 
	 同様の結果は THP-1 細胞を他の DNA 傷害性ストレス誘導剤であるエトポシ
ドで処理した際も同様の結果が得られた(Fig. 3-3 (b))。 
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Fig.3-2-1:  アポトーシス誘導による eRF3 の切断  (a) THP-1 細胞に UV ( 254 nm, 
100 J/m2 ) 照射後、0, 2, 4, 6, 8 時間後に細胞を回収し (lanes 6-10)、 対象群として UV 照
射をしていない細胞を用意した (lanes 1-5)。回収した細胞は RIPA buffer に溶解させ、タン
パク質をウェスタンブロット法により解析した。 (b) THP-1 細胞を各濃度のエトポシドで処理
した後(0 mM (lanes 2, 6, 10)、10 mM (lanes 3, 7, 11)、50 mM (lanes 4, 8, 12)、100 mM (lanes 
5, 9, 13))、 4 時間後 (lanes 2-5), 8 時間後 (lanes 6-9), 12 時間後 (lanes 10-13)に細胞を
回収した。コントロールとして無処理の細胞を用意した(lane 1)。タンパク質は(a)と同様にウ
ェスタンブロット法により解析した。 
GAPDH をローディングコントロール、Caspase-3 をアポトーシスのバイオマーカーとして用
いた。 
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3-2-2	 N 末端領域における eRF3 の切断	 
	 eRF3 のアポトーシス時おける切断についてさらに検討するため、N 末端に
FLAG タグ、C 末端に His タグを付加した eRF3 を細胞に発現させ、UV 照射に
よりアポトーシスを誘導し eRF3 の切断を解析した。その結果 C 末端の His タ
グでのみ、全長型 eRF3 の消失と共に切断型 eRF3 の生成する過程が観察され、
N 末端の FLAG タグでは全長型 eRF3 の消失のみが観察された(Fig. 3-4 (a))。
このことから eRF3 はアポトーシス時に N 末端領域が切断されていることが明
らかとなった(Fig. 3-4 (b))。 
 
 
 
 
Fig.3-2-2:  N 末端領域における eRF3 の切断  (a) THP-1 細胞にエレクトロポレ
ーション法をもちいて FLAG-eRF3 -His6 を導入後、36 時間培養した。その後、細胞を
回収し UV ( 254 nm, 100 J/m2 ) を照射し、0, 2, 4, 6, 8  時間後に細胞を回収した(lanes 
6-10)。対象群として UV 照射をしていない細胞を用意した (lanes 1-5)。タンパク質はウ
ェスタンブロット法により解析した。GAPDH はローディングコントロールとして用いた。 
(b) eRF3 切断の模式図 
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3-2-3	 新規切断型 eRF3 の同定	 
	 アポトーシス時に生成する切断型 eRF3 が p-eRF3 であるか検討するため、エ
ドマン分解法により今回発見した切断型 eRF3のN末端配列の同定を試みたが、
何らかの修飾により N 末端がブロックされているために N 末端配列を決定する
ことができなかった。N 末端の修飾としてはピログルタミル化などが考えられ
る。 
	 エドマン分解により切断型 eRF3のN末端配列を同定できなかったことから、
次に人工的に発現させた p-eRF3 とウェスタンブロットでの泳動度の比較する
ことでアポトーシス時に生成する切断型 eRF3 が p-eRF3 であるか検討した。 
	 切断型 eRF3 の発現システムとして、N 末端にユビキチンを融合させた eRF3
を用いた。このユビキチン融合 eRF3 を細胞内に発現させると、ユビキチンが
種々の ATP 依存性プロテアーゼにより切断除去され、任意の配列から始まる
eRF3 を発現させることがでる(Fig. 3-5 (a))。人工的に発現させた切断型 eRF3
としては、全長型 eRF3 に相当する(1M)-eRF3 (eRF3-wt)の他に 33Q-eRF3、
36M-eRF3、54A-eRF3 および p-eRF3 に相当する 73A-eRF3 を用意した。また
アポトーシス時に生成する切断型 eRF3 は(1M)-eRF3 を細胞に発現させ UV ス
トレスによりアポトーシスを誘導することで調整した。 
	 アポトーシス時に生成する切断型 eRF3とp-eRF3のウェスタンブロットでの
泳動度の比較の結果、アポトーシス時に生成する切断型 eRF3 は p-eRF3 よりも
移動度の小さい位置に観察された(Fig. 3-5 (b))。そこでアポトーシス時に生成す
る切断型 eRF3 と人工的に発現させた各種切断型 eRF3 のサンプルを混合し、ウ
ェスタンブロットでの泳動度を検討したところ、33Q、36M-eRF3 と泳動度が
一致した(Fig. 3-5 (c))。このことからアポトーシス時に生成する切断型 eRF3 は
予想に反し、p-eRF3 ではなく、N 末端から３０アミノ酸付近で切断をうけた新
規切断型 eRF3 であることが明らかとなった。 
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Fig. 3-2-3:  新規切断型 eRF3 の同定   (a) 切断型 eRF3 の人工的発現システム
の模式図  (b) UV ストレスにより生成する切断型 eRF3 (wt + UV) は、THP-1 細胞
にエレクトロポレーション法をもちいて Ub-(wt)-eRF3a -FLAG を導入後、UV を
照 射 す る こ と で 調 製 し た  (lane 6) 。 切 断 型 eRF3 の 標 準 サ ン プ ル
Ub-(wt)/(33Q)/(36M)/(54A)(73A)-eRF3a-FLAG はそれぞれの発現ベクターを
HEK293T に発現させることで調製した(lanes 1-5)。これらのサンプルの泳動度を
ウェスタンブロット法により解析した。  (c) UV ストレスにより生成する切断型
eRF3 (wt + UV)と eRF3 切断体の標準サンプルを混合し、ウェスタンブロット法に
より解析した(lanes 9-12)。 
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3-2-4	 カスパーゼ依存的に eRF3 は切断を受ける。	 
	 次に新規切断型 eRF3 の切断プロテアーゼを推定する目的で、プロテアーゼ
インヒビターが eRF3 の切断に及ばす効果を検討した。セリンプロテアーゼイ
ンヒビター(AEBSF)、システインプロテアーゼインヒビター(E-64)、カスパー
ゼインヒビター(zVAD.fmk)、プロテアソームインヒビター(MG132)の効果を検
討したところ、カスパーゼインヒビターである z-VAD により eRF3 の切断が完
全に抑制された(Fig. 3-6 (a))。以上の結果よりアポトーシス時の eRF3 の切断は
カスパーゼ依存的であることが明らかとなり、ことから新規切断型 eRF3 を
eRF3-cp と命名した(Fig. 3-6 (c))。 
	 さらに、eRF3-cpの生成に対するカスパーゼの関与を検討するため、caspase-3
を欠損している細胞株である MCF-7 において eRF3 の挙動を解析したところ、
eRF3-cp の生成は観察されなかった(Fig. 3-6 (b))。また後述の eRF3 の分解も観
察されなかった。このことから eRF3 のアポトーシス時における修飾(eRF3-cp
の生成と eRF3 の分解)に caspase-3 が関与していることが強く示唆された。 
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Fig.3-2-4:  カスパーゼ依存的切断型 eRF3 の生成   (a) THP-1 細胞に UV 
( 254 nm, 100 J/m2 ) 照射後直ちに AEBSF (150 µg/ml) (lanes 5-8), E-64 (50 µM) 
(lanes 9-12), zVAD.fmk (20 µM) (lanes 17-20), MG132 (5 µM) (lanes 21-24) を加
え 0, 4, 8, 24 時間後に細胞を回収し、eRF3 の挙動をウェスタンブロット法により
解析した。GAPDH はローディングコントロールとして用いた。 (b) MCF-7 細胞を
エトポシド(50 µM) (lanes 5-7)と UV ( 254 nm, 100 J/m2 ) (lanes 8-10)で処理し 4, 8, 
24 時間後に細胞を回収し、eRF3 の挙動をウェスタンブロット法により解析した。
コントロールとして無処理の細胞を用意した(lanes 1-4)。GAPDH はローディングコ
ントロールとして用いた。  (c) カスパーゼによる eRF3 切断の模式図 
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3-2-5	 eRF3-cp	 切断部位の同定	 
	 ついで、eRF3-cp の切断部位の同定を試みた。eRF3-cp は N 末端から３０ア
ミノ酸付近でカスパーゼ依存的に切断を受け生成することから、この領域にカ
スパーゼによる切断のコンセンサス配列 DXXD (D : アスパラギン酸残基、X : 
任意のアミノ酸残基)が存在するか検討したところ、重複したカスパーゼの切断
配列を見出した(Fig. 3-7 (a))。カスパーゼはアスパラギン酸残基の C 末側を切断
することから、推定される切断部位付近に存在するアスパラギン酸残基(D25, 
D29, D32, D35)をアラニン残基に置換した eRF3 変異体を作成し、切断への影
響を検討した。 
	 eRF3 の各種変異体を細胞に発現させ、UV 照射によりアポトーシスを誘導し、
eRF3 の各種変異体の切断効率を検討したところ D32 への変異により切断効率
が低下した(Fig. 3-7 (b, c))。しかし D32 への単独の変異では切断を完全に抑制
できないことから、次に 4 カ所全てのアスパラギン酸残基をアラニン残基に置
換した変異体を作成し、切断への影響を検討したところ、4 箇所全ての変異によ
り切断は完全に抑制された(Fig. 3-7 (d))。以上の結果から、eRF3 はアポトーシ
ス時にカスパーゼによる切断を受け、主要な切断部位は D32 であるが、その切
断部位は重複して存在することを明らかになった。また、データベース解析の
結果、eRF3-cp の切断部位は脊椎動物間で保存されていることを確認した(Fig. 
3-7 (e))。 
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Fig. 3-2-5:  eRF3-cp 切断部位の推定   (a) eRF3a の N 末端領域の模式図  
(b) eRF3a-wt および eRF3a 変異体 (D25A, D29A, D32A, D35A) をエレクトロポ
レーション法により THP-1 細胞に導入し、36 時間培養した。その後 UV ( 254 
nm, 100 J/m2 ) を照射し、8 時間後に回収したものをウェスタンブロット法によ
り解析した。GAPDH はローディングコントロールとして用いた。 (c) eRF3-wt
および eRF3 変異体 (D25A, D29A, D32A, D35A) における UV 照射後の切断型
eRF3 の生成効率を示した。切断効率は eRF3 全体量 (全長型 + 切断型)に対する
切断型 eRF3 の量 (切断型 eRF3 / eRF3 全体量)として求めた。  (d)  eRF3a-wt、
eRF3a(D32A) および eRF3a(D25A/D29A/D32A/D35A)をエレクトロポレーショ
ン法により THP-1 細胞に導入し、36 時間培養した。その後、細胞を回収し UV 
( 254 nm, 100 J/m2 ) を照射し、0, 2, 4, 6, 8 時間後に回収したものをウェスタン
ブロット法により解析した。GAPDH はローディングコントロールとして用いた。  
(e) ヒトおよび主要なモデル生物(脊椎動物)の eRF3 のカスパーゼによる切断配列
を示した。 
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3-3	 実験結果	  
アポトーシス時におけるカスパーゼ依存的 eRF3 の分解と eRF3 を標的とした新
規遺伝子発現制御	 
 
3-3-1	 アポトーシス時における	 eRF3-cp	 の生成と	 eRF3	 の分解	 
	 eRF3-cp の解析を行う過程で、eRF3 自体の量が劇的に減少していることを見
出した。そこで、eRF3 のアポトーシス時における量的変化をウェスタンブロッ
ト法により測定した。結果 eRF3-cp の出現と同時に全長型 eRF3 が急速に消失
し、eRF3 の全体量もストレス誘導後、８時間の時点で４割程度まで減少するこ
とが明らかとなった。また eRF3 の主要な結合因子である eRF1 と PABP につ
いても検討した結果、eRF1 と PABP は分解を受けないことから eRF3 はアポ
トーシス時に特異的に分解されていることが明らかとなった。 
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Fig. 3-3-1:  アポトーシス時における	 eRF3-cp	 の生成と	 eRF3	 の分解  (A) 
THP-1 細胞に UV ( 254 nm, 100 J/m2 ) 照射後、0, 2, 4, 6, 8, 12 時間後に細
胞を回収し、eRF3、PABP、eRF1 についてウェスタンブロット法により解析
した(lanes 6-11)。GAPDH はローディングコントロールとして用いた。左の
レーン(lanes 1-5)はそれぞれのサンプルの 0 時間のサンプルを１００%とし
たシグナル強度を示している。	 (B) 0 時間のサンプルを基準として全長型
eRF3 (eRF3 (full))、切断型 eRF3 (eRF3 (cleaved))、PABP、eRF1 タンパク
質量の割合の経時的変化を示した。各タンパク質定量は GAPDH のタンパク
質量で補正した。 
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3-3-2	 eRF3	 の切断と分解はアポトーシス時に普遍的な現象である	 
	 今回発見したアポトーシス時における eRF3 の切断と分解の普遍性を検討す
るため、複数の細胞種において、DNA 障害ストレス、小胞体ストレス、酸化ス
トレスなど代表的なストレス刺激時の eRF3 の挙動を解析した。細胞は THP-1
細胞の他に Jurkat、U937 および NIH3T3 細胞を用いた。 
	 結果、細胞によりストレス応答性は異なるが、全ての細胞種、ストレス刺激
により eRF3 の修飾を観察することができ、eRF3 の切断と分解はアポトーシス
時に一般的に起こる現象であることを確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-3-2:  アポトーシス時に普遍的な eRF3	 の切断と分解	 	 	 THP-1 細胞、
Jurkat 細胞、U937 細胞および NIT3T3 細胞を UV (254 nm, 100 J/m2, 12 h) 、 
エトポシド (100 µM, 24 h) 、ツニカマイシン (5 µg/ml, 24 h) 、 タプシガルギ
ン (5 µM, 24 h) 、H2O2 (3 mM, 12 h) で処理し、ウェスタンブロット法により
解析した。LE は露光時間を長くし、シグナル強度を強くしたことを示している。
GAPDH はローディングコントロールとして用いた。 
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3-3-3	 eRF3-cp	 の生成は	 eRF3	 の安定性に影響しない	 
次に eRF3-cpの生成が eRF3分解の引き金となっている可能性を検討するため、
野生型 eRF3 とカスパーゼによる切断を受けない切断抵抗型 eRF3、eRF3-cp に
相当する 33Q-eRF3 を細胞に発現させ、アポトーシス時における分解の程度を
比較した。その結果 3 種類の eRF3 の間に分解の程度の差はみられなかった。
このことから、eRF3 は eRF3-cp の生成に関わりなく分解されることが明らか
となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-3-3:  eRF3-cp の生成は  eRF3 の安定性に影響しない   (a) 
eRF3a-wt、 eRF3a (D25A/D29A/D32A/D35A) および 33Q-eRF3a をエレク
トロポレーション法により THP-1 細胞に導入し、36 時間培養した。その後、
細胞を回収し UV ( 254 nm, 100 J/m2 ) を照射し、0, 2, 4, 6, 8 時間後に回収
したものをウェスタンブロット法により解析した。左のレーン(lanes 1-4)はそ
れぞれのサンプルの 0 時間のサンプルを１００%としたシグナル強度を示し
ている。GAPDH はローディングコントロールとして用いた。  (b) 0 時間の
サンプルを基準として各タンパク質量の割合の経時的変化を示した。各タンパ
ク質定量は GAPDH のタンパク質量で補正した。 
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3-3-4	 eRF3 の分解はカスパーゼ依存的である	 
eRF3 の分解に関与するプロテアーゼを推定する目的で、切断抵抗型 eRF3 を用
い、再びプロテアーゼインヒビターの効果を検討した。結果 eRF3 の切断と同
様にカスパーゼインヒビターにより分解が抑制された。つまり eRF3 はアポト
ーシス時にカスパーゼ依存的に切断と分解の２種類の修飾を受けることが明ら
かとなった。 
 
 
 
Fig.3-3-4:  カ ス パ ー ゼ 依 存 的 切 断 型 eRF3 の 生 成   eRF3a 
(D25A/D29A/D32A/D35A) をエレクトロポレーション法により THP-1 細胞に導入
し、36 時間培養した。その後、THP-1 細胞に UV ( 254 nm, 100 J/m2 ) 照射後直ち
に zVAD.fmk (20 µM) (lanes 4-6), MG132 (5 µM) (lanes 7-9), AEBSF (150 µg/ml) 
(lanes 10-12), E-64 (50 µM) (lanes 13-15) を加え 0, 4, 8 時間後に細胞を回収し、
eRF3 の挙動をウェスタンブロット法により解析した。また(lanes 1-3)はプロテアー
ゼインヒビターで処理しない場合の eRF3 分解の挙動を示している。 
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3-3-5	 アポトーシス誘導により、eRF3	 は翻訳開始因子	 eIF4G	 と同時期に分解
される	 
アポトーシス時における eRF3 の切断と分解の生理的意義について検討するた
め、まず eRF3 が分解されることに着目した。アポトーシス時において遺伝子
の発現は強力に抑制される。その際、eIF4G などの翻訳開始因子がカスパーゼ
による分解・切断を受けることが報告されており、遺伝子の発現抑制に働くと
考えられている。このことから、eRF3 の分解もアポトーシス時における遺伝子
発現抑制機構の一部を担っていること予想された。そこでアポトーシス時にお
ける eRF3 の分解と、eIF4G の切断の挙動を比較したところ、両者は同時期に
分解・切断を受けたことから eRF3 の分解も遺伝子発現抑制機構に含まれうる
ことが明らかになった。 
 
 
 
Fig.3-3-5:	 	 アポトーシス誘導による eRF3 の分解および翻訳開始因子	 
eIF4G	 の切断	  (a) THP-1 細胞に回収した時点が 0 時間となるよう 6, 4, 2,時間前
に UV ( 254 nm, 100 J/m2 ) を照射し、eRF3、eIF4G の挙動をウェスタンブロッ
ト法により解析した。GAPDH はローディングコントロールとして用いた。  (b) 
アポトーシス時における eRF3、eIF4G のカスパーゼ依存的分解の模式図 
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3-3-6	 eRF3	 ノックダウンにより翻訳活性が低下する	 
	 eRF3 の量的減少が遺伝子発現活性に及ぼす効果を検討するため、eRF3 ノッ
クダウンが遺伝子発現活性に及ぼす影響を検討した。アポトーシス時には eRF3
の他に eIF4G など、他の標的も修飾をうけ遺伝子の発現が抑制される。これに
対し、eRF３をノックダウンすることで、他の標的は影響を受けずに、eRF3 だ
けが分解された状況を再現した。 
	 si-RNA を用い eRF3 をノックダウンし遺伝子発現活性を測定した結果、ノッ
クダウンによる eRF3 の量的減少により実際に遺伝子発現活性が低下すること
を確認した。 
 
Fig.3-3-6:  eRF3 ノックダウンによる遺伝子発現活性の低下  
(a) HeLa 細胞にルシフェラーゼ(control)または eRF3(hGSPT1/2)に対する si-RNA
を導入後、72 時間培養し、ウェスタンブロット法により解析した。左の 3 レーン
は si-RNA をトランスフェクションしていない細胞のサンプルを 2 倍希釈したもの
であり、この解析が半定量的であることを示している。(b) (a)と同様に用意した細
胞の遺伝子発現活性を [35S] メタボリックラベル法により測定した。遺伝子発現活
性はサンプルの単位タンパク質量あたりの[35S]取り込み量として求め、si-RNA を導
入していない細胞(non-transfected)を基準として割合を示した。 
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3-4	 	 小括	 
	 
	 本研究は当初、アポトーシスを促進する切断型 eRF3 (p-eRF3)の生成条件を
明らかにすることを目的とし研究を開始したが、その過程で eRF3 が遺伝子発
現制御の標的となっている可能性を見出したので予定を変更し検討を行った。 
	 これまでの本研究の成果により、eRF3 がアポトーシス時に切断・分解を受け、
p-eRF3 とは異なる新規切断型 eRF3 (eRF3-cp)が生成すること、また eRF3 の
分解はアポトーシス時における遺伝子発現の抑制に寄与しうることを明らかに
した。これまで翻訳終結因子を標的とした遺伝子発現制御機構は報告されてい
なかったが、アポトーシス時に翻訳終結因子 eRF3 が遺伝子発現抑制の標的に
なっていること、また eRF3 の量的制御が重要であることを本研究において初
めて明らかにすることができた。 
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3-5	 	 考察	 
	 
翻訳終結因子 eRF3 を標的とした遺伝子発現制御	 
	 翻訳終結因子 eRF3 は翻訳終結の他に mRNA 分解や mRNA 環状化による翻
訳の活性化において重要な役割を果たしており(第 1 章)、遺伝子発現制御 
(mRNA 安定性制御や翻訳制御)の標的となりうる可能性は十分にあるが、これ
まで eRF3 を標的とした遺伝子発現制御の例は報告されておらず、実際に eRF3
を標的とした遺伝子発現制御機構が存在するのかは分かっていなかった。 
 
ストレス・アポトーシス時における翻訳抑制機構	 
	 これまで遺伝子発現制御、特に翻訳制御に関する研究は、リボソームを mRNA
にリクルートする過程を担っている翻訳開始因子を中心に行われてきた。これ
までによく研究されている例としては、種々のストレスに対する初期応答とし
て、翻訳開始因子 eIF2αがリン酸化されることが挙げられる (Holcik and 
Sonenberg, 2005 ; Spriggs et al., 2010)。mRNA 上にリクルートされたリボソ
ーム小サブユニットには eIF2、methionyl-tRNAi、GTP からなる三者複合体が
結合し、5’UTR 上を開始コドンを認識するまで進む。eIF2 は翻訳開始により
GTP が加水分解され GDP 結合型となり不活性型となるが、eIF2αのリン酸化
は eIF2 の再活性化に必要な GDP-GTP 交換反応を阻害することで eIF2 の再活
性 化 を 妨 げ 、 全 般 的 な 翻 訳 抑 制 を 引 き 起 こ す 。 こ の 他 に は 、
4E-BP(eIF4E-binding protein)の脱リン酸化がよく知られている(Holcik and 
Sonenberg, 2005 ; Keith et al., 2010)。4E-BP は通常の状態では mTOR により
リン酸化されているが、ストレス時に mTOR の活性が低下すると脱リン酸化状
態の割合が増える。脱リン酸化された 4E-BP は eIF4G と競合的に eIF4E と結
合する。これにより eIF4F(eIF4E、eIF4G、eIF4A 複合体)の形成が阻害され、
キャップ依存的な翻訳が阻害される(Marcotrigiano et al., 1999 ; Svitkin et al, 
2005)。 
	 アポトーシス時における翻訳抑制機構としては、caspase による種々の翻訳開
始因子の切断が報告されている(Morley et al, 2005)。中でも caspase3 による
eIF4G の切断により、eIF4E-eIF4G-PABP 相互作用による mRNA 環状化構造
が解除されることによりキャップ依存的な翻訳が抑制されると考えられる(Fig 
3-3-5) (Marissen and Lloyd, 1998 ; Bushell et al, 1999; Marissen et al, 2000)。 
 43 
	 今回発見したアポトーシス時における eRF3 の分解もまた eIF4G の切断と同
様にキャップ依存的な翻訳の抑制に寄与していると考えられる。eRF3 は PABP
とPAM2 モチーフ (PABPC1-interacting motif) と呼ばれる結合モチーフを介
して結合しているが、ポリ A 鎖分解酵素を PABP 上にリクルートする Pan3、
Tob をはじめ非常に多くの因子が eRF3 と同様に PAM2 モチーフを介して
PABP と結合する。PAM2 含有タンパク質と PABP の結合がどのように制御さ
れているか不明な点もあるが、eRF3 は他の PAM2 含有タンパク質と PABP に
対して競合する関係にある(Funakoshi et al., 2007)。このことから eRF3 の量
的減少は他の因子との競合に対して不利に働き、eRF3 と PABP の結合は阻害
されやすくなると考えられる。これにより eRF3 と PABP の結合を介したキャ
ップ依存的な翻訳活性化(mRNA 環状化による翻訳活性化)が阻害されると考え
られる。 
	 アポトーシス時におけるカスパーゼによる eRF3 および翻訳開始因子を標的
とした遺伝子発現抑制機構に関して、個々の因子の寄与率を推定することは困
難であるが、複数の因子を標的とすることで確実に翻訳を抑制するため
“fail-safe”機構であると考えられる。また eRF3、eIF4G 以外のカスパーゼによ
る切断が報告されている因子(eIF4B, eIF3j, 4E-BP)もまた eRF3、eIF4G と同
様にキャップ依存的な翻訳の抑制に働くことが予想され(Bushell et al., 2001 ; 
Bushell et al, 2000 ; Fraser et al, 2004)、カスパーゼ依存的な翻訳抑制は特に
キャップ依存的な翻訳を標的にしていると考えられる。 
 
 
翻訳終結因子 eRF3 の量的制御	 
	 今回、eRF3 を標的とした遺伝子発現制御に関して、eRF3 の量的制御が重要
であることを明らかにした。eRF3 の量的な制御に関してこれまでに当研究室と
他のグループが、eRF3 の発現量が G1 から S 期に移行する際に増加することを
報告しており(Hoshino et al., 1989 ; Lee et al., 2008)、eRF3 の発現量の増加が
G1-S 期における翻訳の活性化に寄与している可能性がある。実際に本研究によ
り eRF3 の発現量依存的に遺伝子発現活性が上昇することを、ルシフェラーゼ
レポーターを用いた実験から確認している。 
	 さらに癌細胞において eRF3 の発現量が増加しているとの報告がある
(Malta-Vacas et al., 2005)。このことから eRF3 の発現量の増加により癌細胞の
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翻訳が活性化していることが予想される。癌細胞における翻訳の活性化では
eIF4E の発現量が増加による例が報告されており、この翻訳活性化により癌が
悪性化することが報告されている(De Benedetti and Graff, 2004)。eRF3 の発
現量増加による翻訳活性化は eIF4E の場合と状況が類似しており、eRF3 の発
現量増加が癌の悪性化に寄与している可能性がある。 
	 以上のことから、eRF3 の量的制御はアポトーシス時に特異的な現象ではなく、
G1-から S 期への移行期など細胞の必要に合わせて適切に調節されていると考
えられる。 
 
 
カスパーゼにより生成する新規切断型 eRF3(eRF3-cp)の生理的意義	 
	 eRF3-cp 生成の生理的意義は現在のところ分かっていないが、アポトーシス
時における mRNA の急速な分解に関与する可能性を見出している。mRNA が
アポトーシス初期に急速に分解されることが報告されているが(Del Prete et al., 
2002)、そのメカニズムは分かっていない。本研究においても、β-globin mRNA
を細胞に発現させmRNA分解の挙動を解析した際アポトーシスの誘導初期にお
いてβ-globin mRNA が急速に消失することを確認している。これに対し、カス
パーゼによる切断を受けない切断抵抗型 eRF3 変異体を発現させた際、β-globin 
mRNA の急速な分解が抑制されることを見出した。また、カスパーゼ阻害剤の
添加によりβ-globin mRNA の急速な分解が抑制されることを見出している。さ
らに本研究ではポリソームプロファイル解析によりアポトーシス時の翻訳状況
を解析したところ、アポトーシス誘導によりポリソーム画分が急速に消失し、
その消失がカスパーゼ阻害剤の添加により抑制されることを見出している。こ
のことは、アポトーシス時において活発に翻訳されている mRNA が分解の標的
となっていることを示している。これは先に述べた eRF3、eIF4G 切断・分解に
よるキャップ依存的な翻訳の抑制と密接に関係した現象であり、今後関係解明
が期待される。 
	 以上のことから、eRF3-cp の生成もまたアポトーシス時における遺伝子発現
抑制(mRNA 分解)に寄与している可能性がある。eRF3 は正常な翻訳においてポ
リ A 鎖分解酵素の PABP へのリクルートを制御することで mRNA 分解を制御
しているが、ナンセンス変異を有する mRNA など異常な mRNA は eRF3 が直
接 mRNA 分解機構を mRNA にリクルートすることで mRNA を速やかに分解
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する(Nonsense-mediated mRNA decay (NMD)) (Kashima et al., 2006)。この
ように、eRF3 は mRNA 分解酵素を mRNA 上にリクルートする能力を有して
いる。アポトーシス時において eRF3 が mRNA 上にリクルートする RNA 分解
酵素としては RNase L が候補として挙げられる(Le Roy et al., 2005)。RNase L
はストレス条件下で誘導されることが報告されている(Pandey et al., 2004)。 
	 eRF3-cp は N 末端から 30 アミノ酸付近で切断を受け生成するが、この切断
除去される配列内にはグリシンリピート配列が含まれる(第１章 １−４, Fig. 
3-2-5 (e))。eRF3-cp の生成が mRNA 分解に寄与しているならば、グリシンリピ
ート配列は eRF3へのRNA分解酵素のリクルートを制御している可能性がある。
さらに eRF3 にリクルートされる RNA 分解酵素は PABP と競合的な関係にあ
ることから(Le Roy et al., 2005 ; Hoshino et al., 2012)、グリシンリピート配列
の生理的意義として PABP と競合関係にある因子と eRF3 の結合を制御してい
る可能性がある。これに関しては総括(第５章)においても議論したい。 
	 アポトーシス時における mRNA 分解に関し、アポトーシスの刺激によっては
翻訳開始因子の切断よりも先に mRNA が分解されることが報告されている
(Bushell et al., 2004)。本研究において明らかにした eRF3 のカスパーゼによる
切断サイトは複数のコンセンサス配列を含んでおり、Caspase-3 以外のカスパ
ーゼによる切断をおける可能性があり、上記のような条件においても eRF3 の
切断が起こる可能性がある。つまり、アポトーシスの条件によっては eRF3 の
切断が遺伝子発現抑制機構の重要なターゲットとなっている可能性があり、今
後の展開が期待される。 
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第４章	 eRF3 を標的とした新規アポトーシス制御機構の解析	 
	 
	 
4-1	 序	 
	 第 3 章において、既知の IAP 結合タンパク質である Smac や HtrA2 が機能す
ることが報告されている条件において、p-eRF3 の生成は観察されなかった。こ
のことは p-eRF3 と Smac・HtrA2 は異なる条件下で機能していると考えられ、
細胞は状況に合わせて IAP 結合タンパク質を使い分けている可能性を示してい
る。そこで本研究では 3 つの IAP 結合タンパク質の中で唯一 eRF3 のみが細胞
質に局在するタンパク質であることに着目し、ミトコンドリアタンパク質であ
る Smac、HtrA2 が機能することができない条件において、p-eRF3 が機能して
いるのではないかと考えた。このことから、本研究では次に、ミトコンドリア
非依存的なアポトーシスの誘導が報告されている小胞体ストレス条件を検討し
た。 
	 本章では次に eRF3(全長型)が細胞質のみに局在するのに対し、p-eRF3 は細
胞質のみならず核にも局在することに着目した。このことは p-eRF3 が細胞質に
おいて IAP の機能を阻害することでアポトーシスを制御する一方、核において
も何らかの機能を有している可能性を示している。そこで本研究では p-eRF3
が核に移行するメカニズムについて検討を行った。さらに p-eRF3 の核内におけ
る機能を検討する目的で、p-eRF3 の核内における結合因子の探索を行った。 
 
 
 
4-2	 実験結果	 	 ストレス誘導による p-eRF3 生成シグナルの同定	 
 
ミトコンドリア依存的・非依存的アポトーシス経路	 
	 ミトコンドリア依存的なアポトーシスでは、アポトーシス誘導シグナルがミ
トコンドリアに伝わるとミトコンドリア内膜から cytochrome c が漏出し、細胞
質において Apaf-1, dATP と共に caspase-9 を活性化する。さらに caspase-9 が
主要なアポトーシスの実行因子(エフェクターカスパーゼ)である caspase-3を活
性化することでアポトーシスを実行する。これに対しミトコンドリア非依存的
なアポトーシス経路では、小胞体ストレス時に caspase-12(mouse) （Nakagawa 
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et al., 2000）、caspase-4(human) （Hitomi et al., 2004）により caspase-9 が
活性化される (Fig. 4-1)。小胞体ストレスによるアポトーシス誘導経路はミトコ
ンドリア依存的・非依存的な経路がクロストークしているが、ミトコンドリア
から cytochrome c の漏出を伴わない例も報告されている（Morishima et al., 
2002）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4-2-1	 小胞体ストレスにより	 p-eRF3	 が生成する	 
	 小胞体ストレス時の eRF3 の挙動について、ここではヒト神経芽細胞腫
SK-N-SH 細胞を一般的な小胞体ストレス誘導剤で処理した際の結果を示す(Fig. 
4-2-1)。SK-N-SH 細胞では、タプシガルギン、A23187 処理により、eRF3-cp
と共に p-eRF3 と考えられる切断型 eRF3 が観察された。小胞体ストレスによる
アポトーシスの誘導ではミトコンドリア依存的・非依存的経路がクロストーク
Fig.4-1:	 	 ミトコンドリア依存的・非依存的経路模式図	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しており、用いた細胞種により p-eRF3 生成の効率は異なるが、本研究ではまず、
小胞体ストレスの誘導を p-eRF3 を生成するシグナルとして同定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4-2-2	 カルパイン依存的 eRF3 の切断	 
	 p-eRF3 を生成するプロテアーゼを同定する目的で、カスパーゼ阻害剤存在条
件下で小胞体ストレスを誘導し、種々のプロテアーゼ阻害剤の効果を検討した。
結果、システインプロテアーゼ阻害剤 E-64 および、カルパイン特異的阻害剤
ALLN により切断が阻害されたことから、p-eRF3 はカルパイン依存的に生成す
ることが明らかとなった(Fig. 4-2-2)。さらに、２種類のプロテアソーム阻害剤
MG１３２、ラクタシスチンで処理した際 MG132 のみが切断を阻害した。
MG132 はカルパインも阻害することが知られていることから、プロテアソーム
Fig.	 4-2-1:	 	 小胞体ストレス誘導による p-eRF3 の生成	 	 	 SK-N-SH 細胞をツ
ニカマイシン (TM) (1 µg/ml) 、 タプシガルギン (TG) (1 µM) 、A23187 (1 
µg/ml) で処理し、24, 48 時間後に細胞を回収し、eRF3 の挙動をウェスタン
ブロット法により解析した。また、拡大した図を合わせて示した。 
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阻害剤の結果も、p-eRF3 がカルパイン依存的に生成することを支持している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4-2-3	 細胞抽出液中でのカルパイン依存的 eRF3 の切断	 
カルパインはカルシウム依存的に活性化することから、次に、細胞抽出液にカ
ルシウムを添加することで、p-eRF3 が生成するか検討した。結果予想通りにカ
ルシウムの添加により p-eRF3 が生成し(Fig4-2-3 (a))、さらにカルパイン阻害剤
により p-eRF3 の生成が完全に抑制された(Fig4-2-3 (b))。 
以上の結果より、アポトーシスを促進する切断型 eRF3 である p-eRF3 はカルパ
イン依存的に生成することが明らかになった。 
 
 
 
 
Fig.	 4-2-2:	 	 カルパイン依存的 p-eRF3 の生成	 	 	 SK-N-SH 細胞を zVAD.fmk 
(20 µM) および、AEBSF (50 µg/ml), E-64 (50 µM), MG132 (10 µM), ALLN (20 
µM), Lactacystin (5 µM) で 30 分処理した後、タプシガルギン (TG) (1 µM) 、
A23187 (1 µg/ml) で処理し、24 時間後に細胞を回収した。eRF3 の挙動はウェ
スタンブロット法により解析した。 
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Fig.	 4-2-3:	 	 in	 Vitro	 におけるカルパイン依存的 p-eRF3 の生成	 	 	 (a) THP-1
細胞の細胞抽出液をそれぞれ EDTA, EGTA, MgCl2, CaCl2 (各 2.5 mM) を含む
抽出 buffer で調製し、eRF3 の挙動をウェスタンブロット法により解析した。  (b) 
CaCl2 (2.5 mM)と Aprotinin, Leupeptin, pepstatinA (各 2 µg/ml) または E-64 
(25 µM), ALLN (25 µM), zVAD.fmk (25 µM) をそれぞれ含む抽出 buffer で
THP-1 細胞の細胞抽出液を調製し、eRF3 の挙動をウェスタンブロット法により
解析した。 
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4-3	 実験結果	 	 p-eRF3 の核移行メカニズムの解明と核内における結合因子の同
定 
 
4-3-1	 p-eRF3	 は核に局在する	 
eRF3 と p-eRF3 の細胞内局在について、全長型の eRF3 は細胞質のみに局在す
るのに対し、p-eRF3 は核にも局在する (Fig. 4-3-1) （Hegde et al.,2003）。 
このことは p-eRF3 が核内においても何らかの機能を持つ可能性を示している。
そこで本研究では、p-eRF3 が核に局在する機構について検討を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.	 4-3-1:	 	 p-eRF3 の核局在	 	  HeLa 細胞に eRF3 (wt) または p-eRF3 
(Ub-(wt)-hGSPT1-FLAG, Ub-(73A)-hGSPT1-FLAG)を発現させ、抗-FLAG 
抗体 (2 次抗体 anti-mouse Alexa 488)を用いて免疫染色し、その細胞内局在
を蛍光顕微鏡を用いて観察した。核は DAPI を用いて染色した。 
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4-3-2	 eRF3	 の細胞質局在には 54-72 アミノ酸配列が必要である	 
	 p-eRF3 は N 末端から 73 番目のアミノ酸残基の位置で切断を受け生成するこ
とから、eRF3 の N 末端領域を欠失が、eRF3 の局在に及ぼす影響を検討した。
本研究でこれまでに明らかにしている eRF3-cp に相当する 33Q-eRF3, 33Q と
73A のおおよそ中間にあたる 54A-eRF3 の局在をしらべたところ、共に細胞質
に局在した (Fig. 4-3-2 (a))。このことから 54-72 アミノ酸残基が eRF3 の細胞
質局在に必要であることが明らかになった (Fig. 4-3-2 (b))。 
 
 
Fig.	 4-3-2:	 	 eRF3 の細胞質局在に必要な領域の同定	 	 	 (a) HeLa 細胞に 33Q-eRF3
または 54A-eRF3 (Ub-(33Q)-hGSPT1-FLAG, Ub-(54A)-hGSPT1-FLAG)を発現さ
せ、抗-FLAG 抗体 (2 次抗体 anti-mouse Alexa 488)を用いて免疫染色し、その細
胞内局在を蛍光顕微鏡を用いて観察した。核は DAPI を用いて染色した。(b) N 末
端領域を欠失した eRF3 変異体とその細胞内局在	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4-3-3	 核排除シグナル	 (NES)	 コンセンサス配列	 
	 以上の検討より同定した 54 から 72 アミノ酸配列内に核排除シグナル(NES)
が存在するか検討したところ、６１から７１アミノ酸配列が NES のコンセンサ
ス配列に一致することを見出した (Fig. 4-3-3 (b)) (Cour et al., 2004）。興味深い
ことに NES 配列は p-eRF3 の切断部位の直前に存在し、さらに脊椎動物間で保
存されている (Fig. 4-3-3 (b))。 
 
 
Fig.	 4-3-3:	 	 核排除シグナル	 (NES)	 コンセンサス配列	 	 	 (a) ヒト eRF3a の 54 か
ら 72 アミノ酸配列と NES のコンセンサス配列を示した。(b) ヒトおよび主要なモ
デル生物(脊椎動物)の eRF3 の NES 配列と p-eRF3 の切断部位を示した。 
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4-3-4	 eRF3-NES	 配列の同定	 (共同研究者	 :	 熊谷直道	 修士	 )	 
	 この配列が NES として実際に機能しているか検討するため、タンパク質の核
外輸送阻害剤である leptomycin B と NES のコンセンサス配列への変異が
eRF3 の局在に及ぼす効果を検討した。結果、leptomycin B 処理、および NES
配列への変異により、全長型 eRF3 は核に局在するようになった(Fig. 4-3-4 (a))。
さらに p-eRF3 の C 末端側に eRF3 の NES 配列を付加することで、p−eRF3 は
再び細胞質のみに局在した(Fig. 4-3-4 (b))。この内容は熊谷修士の修士論文にお
いても記載している。 
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4-3-5	 p-eRF3	 核移行メカニズム	 
	 以上の結果より今回同定した配列が実際に NES として機能しており、全長型
eRF3 は NES による核外排除をうけ細胞質のみに局在する一方で、p−eRF3 は
NES が切断除去されることで核に局在することができるようになると結論付け
た。 
	 以上より、p-eRF3 の核局在型 eRF３としての新たな性質が明らかになり、
このことから次に p-eRF3 が核内において機能する可能性を検討する目的で、核
内における結合因子の探索を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.	 4-3-5:	 	 p-eRF3 の核移行メカニズム 
Fig.	 4-3-4:	 	 eRF3-NES 配 列 の 同 定 	 	 	 (a) HeLa 細 胞 に eRF3 (wt) 
(FLAG-hGSPT1) を 発 現 さ せ leptomycinB で 処 理 し た 細 胞 、 お よ び
FLAG-eRF3a(L61A/F65A/L69A)を発現させた細胞を抗-FLAG 抗体 (2 次抗体 
anti-mouse Alexa 488) を用いて免疫染色し、その細胞内局在を蛍光顕微鏡を用
いて観察した。  (b) HeLa 細胞に p-eRF3-NES (Ub-(73A)-hGSPT1-FLAG-NES)
を発現させ、抗-FLAG 抗体 (2 次抗体 anti-mouse Alexa 488) を用いて免疫染色
し、その細胞内局在を蛍光顕微鏡を用いて観察した。 
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4-3-6	 p-eRF3	 は ARF と結合する	 
	 本研究では、酵母 two- hybrid スクリーニングにより in vitro において eRF3
との結合が報告されているがん抑制因子 ARF との結合を検討した(Tompkins 
et al., 2006)。ARF は p53 の活性化において重要な役割を果たす因子としてし
られている(Sherr, 2006)。この eRF3 と ARF の結合に関し、ARF は核に局在
するタンパク質であるため、細胞質に局在する eRF3 と局在が異なり、実際に
細胞内で結合するかは分かっていない。そこで本研究では、核内に局在するこ
とができる p-eRF3 が実際に細胞内で ARF と結合する真の eRF3 アイソフォー
ムではないかと考え検討を行った(Fig. 4-3-6)。 
 
 
 
 
Fig.	 4-3-6:	 	 in	 vitro	 における eRF3 と癌抑制因子 ARF 
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 FLAG tag を付加した eRF3-wt、p-eRF3 及び Myc tag を付加した ARF を
細胞に導入し、抗 FLAG 抗体を用いて免疫沈降法によりそれぞれの結合を検討
したところ、p-eRF3 の核への局在に一致し、ARF との高効率な結合が確認で
きた。以上の結果より、p-eRF3 の核内における結合因子として ARF を同定し、
また、p-eRF3 が実際に ARF と細胞内で結合する eRF3 アイソフォームである
ことが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.	 4-3-7:	 	 p-eRF3 と ARF の結合   HeLa 細胞に 5xMyc-ARF と FLAG タ
グを付加した eRF3 (eRF3-wt, p-eRF3) を共導入し 24 時間培養後、抗 FLAG
抗体を用いて免疫沈降実験により、ウェスタンブロット法を用いてそれぞれの
結合を解析した。 
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4-4	 	 小括 
 
	 eRF3 は正常な条件下では細胞質において翻訳に関する機能を担っている。し
かし、小胞体ストレス等のストレスによりカルパインが活性化すると、eRF3 の
NES を含む N 末端領域が切断除去され、生じた p-eRF3 は細胞質において IAP
と結合してアポトーシスを促進する一方、一部は核へと移行して癌抑制因子
ARF と結合することが明らかになった。このことから、p-eRF3 は複数の経路
で細胞死を制御している可能性を見出した。特に p-eRF3 と ARF の結合が p53
の活性化にどのような影響を及ぼすか今後の展開が期待される。 
 
 
 
 
 
Fig.	 4-4:	 	 eRF3 を標的とした新規アポトーシス制御モデル 
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4-5	 	 考察 
 
・p-eRF3 とカルパイン依存的アポトーシス	 
	 本研究において p-eRF3 が小胞体ストレス誘導時にカルパイン依存的に生成
することを明らかにした。今回同定したアポトーシスの誘導条件においてもあ
る程度ミトコンドリア依存・非依存的経路がクロストークしていることが予想
され（Hitomi et al., 2004）p-eRF3 と Smac、HtrA2 のアポトーシス誘導に対
する寄与率を推定することが難しいが、少なくとも細胞に IAP (XIAP)を発現さ
せることでカスパーゼの活性化(eRF3-cp の生成)を抑制することを確認してい
る。このことは、今回同定したストレス条件時におけるカスパーゼの活性化に
IAP の制御が必要であることを示している。そこで、IAP 結合タンパク質によ
る IAP 阻害の重要性を調べるため、XIAP の p-eRF3 結合ドメイン(BIR3 ドメ
イン/ IBM含有タンパク質結合ドメイン) (Srinivasula et al., 2001)と p-eRF3と
結合しない BIR3 ドメイン変異体を細胞に発現させカスパーゼの活性化
(eRF3-cp の生成)を調べたところ、XIAP-BIR3 ドメイン単独で効果があり、
BIR3 ドメイン変異体では効果がなかった。さらに XIAP-BIR3 の発現により
p-eRF3 の生成量が増加する傾向を見出した。このことは今回同定した条件にお
いて IBM 含有タンパク質(p-eRF3, Smac, HtrA2)による IAP 制御がカスパーゼ
の活性化に必要であり、実際に p-eRF3 が IAP を制御している可能性を強く示
唆している。今後ミトコンドリア非依存的経路の寄与率が高いことが報告され
ている条件において p-eRF3 の効果を検討していく必要があると考えられる。ま
た今回の発見により p-eRF3 が細胞質由来 IAP 結合タンパク質であること、
p-eRF3 とミトコンドリアタンパク質の Smac、HtrA2 がミトコンドリア依存・
非依存経路により使い分けられている可能性を指摘しておきたい。 
	 さらに本研究ではSK-N-SH細胞をDNA傷害性ストレス誘導剤であるエトポ
シドで処理した際に効率よく p-eRF3 が生成することを確認している。さらに、
この条件では eRF3-cp の生成があまりみられなかった。これは第３章で用いた
細胞において p-eRF3 の生成が認められなかったことと対照的である。このこと
から、細胞によりストレス応答が大きくことなり、条件により p-eRF3 がアポト
ーシスの初期段階において生成している可能性と p-eRF3 の生成に関してスト
レスの種類よりもカルパインが活性化していることが本質的に重要であること
が考えられる。よって、今後は p-eRF3 の生成条件として、カルパインの活性化
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が報告されている条件を検討することで、p-eRF3 の生理的役割が明らかになっ
ていくと考えられる。 
 
 
・p-eRF3 の核移行と癌抑制因子 ARF との結合	 
	 今回、同定した p-eRF3 と ARF の結合に関して、どのような状況において機
能しているのか、p53 の活性化にどのような影響を及ぼすのか等は分かってい
ない。しかし、先に述べたように p-eRF3 が条件によっては DNA 傷害性ストレ
ス時に生成する可能性があり、このような条件下において ARF を制御している
可能性は十分にある。また p-eRF3 はカルパインが活性する条件において生成し
ていると考えられるが、カルパインに関して、カルパインが p53 経路を制御し
ているとの報告は多数あり(Storr et al., 2011)、その制御機構に p-eRF3 が関与
している可能性は十分にあると考えられる。特にカルパインによる p53 経路の
制御機構ではカルパインは pro-survival に働くと考えられている。このことか
ら p-eRF3 がカルパイン依存的細胞死制御機構の一部を担っているならば、
p-eRF3 は細胞周期の停止のようなストレスの初期応答においては核において
pro-survival に働き、ストレスの強度が強くなり細胞死が誘導されると細胞質に
おいて pro-apoptosis に働き、カルパインと共にカスパーゼを活性化するという
真逆の機能を有している可能性があり非常に興味深い。実際に p-eRF3 と考えら
れる切断型 eRF3 が正常生育条件下で観察することができる細胞を 2 種類見出
しており、それらの細胞は共に高いストレス耐性を示した。p-eRF3 と ARF の
結合に関する研究は始まったばかりであるが、カルパインによる p53 経路の制
御と合わせて今後の展開が期待される。 
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第５章	 総括	 	 
	 
	 
	 本研究により eRF3 がアポトーシス時にカスパーゼによる切断・分解を受け、
アポトーシス時の遺伝子発現抑制の標的となること、特に eRF3 の量的制御の
重要性を明らかにした。また p-eRF3 がカルパイン依存的に生成すること、アポ
トーシス阻害タンパク質 IAP の機能を阻害することでアポトーシスを促進する
一方、p-eRF3 が核に移行することで癌抑制因子 ARF と結合することを明らか
にした。以上の成果により、翻訳終結因子である eRF3 がストレス／アポトー
シス時に異なるプロテアーゼによる修飾を受け、新たに遺伝子発現制御および
細胞死制御の双方において機能するという非常にユニークな性質が明らかにな
った 
	 これまで eRF3 の研究は、翻訳終結と mRNA 分解に関わる機能を中心に行わ
れてきたが、本研究の成果により、eRF3 を介した遺伝子発現制御と細胞死制御
という全く新しい eRF3 研究の方向性を示すことができたと考えている。	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eRF3	 N-domain における 2種類の切断	 (eRF3-cp および p-eRF3 の生成)	 
	 本研究において明らかにした 2 種類の切断型 eRF3 の特徴を以下にまとめる。 
 
eRF3-cp : アポトーシス時に、eRF3 の N 末端から 30 アミノ酸付近でカスパー 
         ゼによる切断を受け生成する。またアポトーシス時の遺伝子発現制御 
         (mRNA 分解)に関与する可能性がある。 
 
p-eRF3: 小胞体ストレス時などカルパインが活性化する条件において 73 番目 
        のアラニン残基の位置でカルパイン依存的な切断を受け生成する。生 
        成した p-eRF3 は IAP と結合しカスパーゼの活性化を促進する。また 
        核に移行し癌抑制因子ARFと結合し核においても細胞死を制御してい 
        る可能性がある。 
 
eRF3-cp と p-eRF3 の生成に関し、eRF3-cp は普遍的にアポトーシス時に生成
すると考えられるが、p-eRF3 は複数あるカスパーゼ活性化経路(デスレセプタ
ー/Caspase-8 経路、ミトコンドリア経路など)の中でカルパインが関与するカス
パーゼ活性化経路が働いた際に条件特異的に生成していると考えられる。また、
p-eRF3 はカスパーゼ活性化の上流で生成し機能するのに対し、eRF3-cp はカス
パーゼ活性化の下流でカスパーゼが標的因子である eRF3 を切断することで生
成する。 
 
 
 
eRF3	 N ドメインにおける eRF3-cp、p-eRF3 切断部位の位置関係	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eRF3-cp、p-eRF3 が生成し機能する条件	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翻訳終結因子 eRF3 を標的とした遺伝子発現制御および細胞死制御 
	 「なぜ、翻訳終結因子である eRF3 が細胞死を制御する機能を持つのか」は
大きな謎である。この問に明確な答えを出すことは容易ではないが、p-eRF3 の
切断部位が eRF3のPABP結合モチーフ(PAM2 モチーフ) 中に存在することは
非常に興味深い点である。本論において核排除シグナル(NES)が p-eRF3 の切断
サイトの直前に存在することを指摘したが、PAM2 モチーフは NES とも一部
重複している。つまり、第３章において PABP は RNaseL などの mRNA 分解
酵素と競合関係にあることに触れたが、PABP は他にも核においては核外輸送
タンパク質(CRM1)と、細胞質においてはカルパインと eRF3 に対して競合的な
関係にあることが予想される。このことから eRF3 と PABP の結合解離は翻訳
抑制を働くと同時に p-eRF3 や RNaseL との結合など eRF3 が新たな機能を発
揮するためのスイッチとして働いている可能性がある。 
	 以上のことから eRF3 と PABP の結合が細胞内でどのように制御されている
かが重要であると考えられる。ストレス時に eRF3 と PABP の解離を示す例と
しては、酸化ストレスなどのストレス条件時に形成されるストレスグラニュー
ルと呼ばれる凝集体の形成がある。この凝集体に PABP は mRNA と共に局在
するが(Kedersha and Anderson, 2002)、eRF3 はこの凝集体には含まれない。
つまり、eRF3 は大部分が PABP と結合していない状態にあることが予想され
る。また、DNA 傷害性ストレスにより PABP が核に局在するようになるとの報
告がある(Burges et al., 2011)。この際、eRF3 は核における CRM1 と PABP 競
合により PABP と解離した状態で細胞質に放出されると考えられる。本研究で
は PABP に核移行シグナルを付加し強制的に PABP を核に移行させた際の
eRF3 の局在を検討しており、eRF3 は PABP の核局在の影響を受けずに細胞質
に局在することを確認している。これとは逆に PABP の核局在により
eRF3-NES 変異体の核局在が促進されることも確認している。このことは DNA
傷害性ストレス時に PABP が核に局在することで、全長型 eRF3 とは解離する
が、NES を持たない p-eRF3 に対しては核へ移行を促進する機構として働く可
能性を示しており、p-eRF3 と ARF の結合に影響する可能性があることをここ
で指摘しておきたい。この他に PABP は細胞周期依存的にアセチレーションや
メチレーションなどの修飾を受けており、これにより PABP と eRF3 の結合が
制御されている可能性が報告されている(Brook et al., 2012)。このように eRF3
と PABP の結合はストレスなどの刺激により制御を受けており、正常な条件下
 65 
では PABP と結合し翻訳に関する役割に従事しているが、ストレス時において
は PABP から解放され細胞死制御因子として機能することができる。 
	 以上のことから eRF3 を標的とした遺伝子発現制御および細胞死制御は
PABP との結合制御を介して密接につながった機構であることが考えられる。
eRF3 と PABP の結合は酵母からヒトまでよく保存されている機能である。ま
た PABP は細胞内 mRNA の状態を最もよく反映する因子の一つである。この
ことから正常時 PABP と結合している eRF3 がストレス・細胞死制御に関わる
機能を持つことで、PABP との結合制御を介し翻訳制御と細胞死制御の二つの
事象をつないでいるのではないかと考えられる。 
 
 
eRF3 と癌	 
	 eRF3 の N 末端に存在するグリシンリピートが癌の発症に関わることが報告
されているが(第１章)、グリシンリピートの生理的役割は分かっておらず、どの
ように癌と関連するかは不明であった。グリシンリピートの生理的役割に関し、
本研究では未だ不十分ではあるものの第３章において eRF3-cp の生理的役割か
ら、グリシンリピート配列の生理的意義として PABP と競合関係にある因子と
eRF3 の結合を制御している可能性を指摘した。このことから PABP と競合的
な関係にあることが予想されるカルパインによる eRF3 の切断(p-eRF3 の生成)
もグリシンリピートによる影響を受ける可能性がある。また本研究において
p-eRF3 がカルパイン依存的に生成し、核において癌抑制因子 ARF と結合する
ことを明らかにし、p-eRF3 が実際に癌の発症に関わる可能性を見出した。この
ことから今後グリシンリピートの多型と p-eRF3 生成の関係解明が期待される。 
 
	 最後に本研究により、これまで研究されて来なかった eRF3 のストレス・ア
ポトーシス時における挙動を明らかにし、eRF3 を標的とした遺伝子発現制御と
細胞死制御という全く新しい eRF3 研究の方向性を示すことができたと考えて
いる。現段階においては不明な点が多く、未だ類推の域を出ないものもあるが、
本研究の成果が、翻訳制御ならび細胞死制御に関する基礎研究、さらには癌治
療の応用研究に発展に貢献することを願い、本稿を締めくくりたい。 
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